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9 

CO 



DE 41 20 345 Al 



Beschreibung 

Die Erfindung betnfft die Gcwmnung Botrchen spent ischcr Antigcr.fragmente aui dem mittlercn Bcrcich des 
Flagellins von Borreha burgdorferi, die als Anugene fur emen empfindhchen und spezihtchen Antikdrpernacr- 
5 weis zur Erkennung der durch Zecken ubertragenen Borreliose (Lyme- Borreliose) geeignet sind. 

Der Erreger Borreha burgdorfen verursacht beim Mcnschen erne multisystemische Infektion mu vielfiltigen 
Krankheitserschemungen. Die Infektion kann die Haut (Erythema chronicum migrans, Acrodermatitis chronica 
atrophicans), das Nervengewebe (Polyradiculitis, Memngoenzephalitis, FaaaJisparese). die Gelenke (Monoarth- 
ritis) und das Herz (Rcizleitungsstorungen) bctreffen. Die Isolierung des Erregers ist schwierig und gelmgt nur 
:c selien. So beruht die Labordtagnostik auf dem Nachweis spezifischer Antikorper. 

Stand derTechnik 

Gcbrftuchhche Vcrfahren sind die mdirektc ImrnunRuoreszenz und verschiedene Anordnungen von Enzym- 
, 5 immunoassays. Als Antigen verwendet werden entweder ganze Zellen oder Ultrasonikate von Borrelia burgdor- 
feri Durch Auswah! bzw. Anreicherung immundommanter Antigene wie gereinigter Flagelien (GeiBeln) von 
Borreha burgdorferi (Hansen et aJ, J. Clin. Microbiol. 26:338-34*. 1986; Hansen et aL J. Clin. Microbiol. 
29:166- 173,1991) und einer mit Flagellin angereicherten An tig en preparation (Magnarell: et aL J. Infect Dis. 
159*3-49, 1989) kor.nie die Spezifitat der serologischen Testverfahren verbeweri werden. 

20 

Kntik am Stand der Tcchnik 

Die biiherisren Trstp sinrj n.och un*cfn>d!gerKj sowohj ninsichilich SensbilitSt -Is such SpcziHiii. Die in der 
Friihphase schwache Immunantwort wird mit dieser. Testen nicht sicher crftBt es rtsultieren relativ vie! falsch 

25 negative Reaktionsausfalle. Die gennge Spezifitai zeigt sich daran, dab" in der Normalbevohterung em relativ 
hoher Prozentsatz erhohter Antikorpertiter gefunden wird, die nicht mit kiinischen Encheinungen der Lyrnc- 
Borreliose in Zusammcnhang gebracht werden k6nncn. Ursache hierfttr sind offens»cht!ich kreuzreagierendc 
Antik6rper, die durch saprophytic he Spirochaten oder andere Bakterien hervorgenrfen werden, die Antigenge- 
memschaften mit BoireJia burgdorfen aufweisen. wie z. & das lmmundormnante 60 KD Protein von BJ>urgdor- 

30 feri, das ats "Common Antigen* bei ciner Viclzahl von Bakterien vorhanden ist (Hansen ct al* Infec iram. 
562047-2053, 1988). Kreuzreaktionen sind daher vor illem bei der Verwendung von Ultrasonikaten oder 
garuer Zellen zu beobachten. Jedoch auch bei Verwendung von Burgdorferi Flagellin oder mit Flagellin 
angereicherter Antigenpraparationcn hat sich hcrausgcstcllt, daB der Nachweis von AntikSrpern gegen das 
Flagellin im Immunblot keine hohe Spezifitit besitit (ZAller et aL J. Cluv Microbiol^ 29:174-182, 1991). Da 

33 Flagetiine aufgrund ihrer Funktion stark konservicrte Protetne darstellen, beruht die geringe Speiifttat auf 
Homologien zwischen den Ragellinen unterschiedlicher Bakterienspezies, mit denen sich das Immunsystem des 
Menschen ausemanderzusetzen hat. 

Die Identifizierung Borrelienspezifischer Epitope (umschriebene, mit speziftschen Antiktirpern reagierende 
kleme Bezirke auf dem Antigen) und die Isolierung von Teilstflcken des Flagellins, die sowohl immundorrunant 

40 als auch Borrelienspezifisch sirvd, sollte zu einem spezifischeren und auch empfindlichercn Test fUhren. Die 
Sensitivitat wird dadurch erhoht, daB durch das Elimimeren kreuzrcagierender Epitope bei der Verwendung 
B.burgdorferispczifischcr Fragmente im Testverfahrcn im Vcrglckh zum intakten Flagellin rachr spczifische 
Epitope angeboten werden kdnnen- Durch die Reduktion unspezifischer Binduflgen wird der Untcrschied 
zwischen positiv und ncgativ cincs Testes ci hOhu 

i5 Das Flagellingen von Borrelia burgdorferi (die Flagelien von B.b. besitzen nur einen Typ von Flagellin) wurde 
kloniert, die DNA sequenziert und die Aminos! uresequenz des Flagellins daraus abgeleitet Die ldentitlt des 
Proteins wurde durch SequcnzanaJyse einiger tryptischcr Peptide des aus Borrelia burgdorferi isoliertcn Flagel- 
lins bestatigt. Ein Vergleich der Aminosauresequanz des Flagellins von Borrelia burgdorfen mit der von 
Escherichia coli. Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, Serratta marctscens und Treponema pallidum ergab 

so Homologien uber gro&e Bereiche an jeweils beiden Enden der FlagcllmrooiekQle. Die hiernach zu erwanende 
Kreuzintigenitit zwischen FlageUmen nicht vcrwandter Baktenenspezje* konnte cxperimentell bestitigt wer- 
den. Antiseren von Kaninchen, die mit gereinigten Ragellen von Eschenchia coli. Bacillus subulis, Salmonella 
typhimurium oder Proteus rnirabilis immurusien worden waren, reagienen im EUSA und Westernblot deutlich 
mit dem Flagellin von Borrelia burgdorferi. Umgckehri erkannten Anuseren von Kaninchen, die mit dem 

55 RageUin von Borrelia burgdorfen immunisiert worden waren, die Ragelline von Treponema phagedenas. Esche- 
richia coli, Bacillus subtilis. Salmonella typhimunum und Proteus rnirabilis. 

Ejn weiterer Kxitikpunkt prakttscher Art ist die Tatsache, daO die Isolierung von Flagelien oder »uch von 
Flagellin aus in der Kultur vermehrten B.burgdorfen arbeitsaufwendig und kostenmtensiv ist (Ultrazentrifuga- 
non. Dichtegradienten). Vorteilhafier ist, als Ausgangsmatenal for die Gewinnung spezifischer Fragmente 

bo rekombinantes Flagellin zu verwenden. Des weiteren neigt Flagellin von B.burgdorfed konventionell isohert 
oder a!s rekombinantes Protein hergesiellt, in wlingen L6sungen zur Aggregation, das Protein bieibt nur in 
Urea- oder Detergenz-haltigen Puffern in Losung. Kleinere Fragmente dagegen sollten wasserlbslicher sein. 
dies tst ein Vorteil, wenn man unloslichc Tracer, w c t B Mik^otiTcrp'atten in -cpraduzicrbj-cr Wc mit 
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B.burgdorferi Fiagellins cine Verbesserung dcr Serologic hinsichthch Spezifnat und Sensitivitat zu erreichen. 

E*nc Cpuopanaljrsc mn Gbcrlappcndcn Oktapcptidcn dcs gcsamtcn Flagcllinmolckuls von B-burgdorfcn 
rrgab, daB die hcterolugen krcuzreagierenden Ami&rren gegen Fpitopc am Amino-tcrminalen Bcrckh (bis AS 
131) und am Car boxy-tcrminalen Bcrcich (von AS 267 bts zum Endc dcs Molekuls AS 336) gcnchiet waren. 
Epitopc des vanablen mittJercn Teiles wurden von Antiseren erkannt, die durch Immumsierung mit Antigenprtt* 
parationen erhalten wurden, dte Borrelia burgdorferi- Flagellm enthielten. Antiseren. die nur Epitope aus dem 
mittteren Teil des Borrelia burgdorfen-Flagellins (AS 132 bis AS 266) erkanmen, reagierten zwar mit Flagellin 
von Borrelia hermsii, aber nicht rnit Fiagellinen von Treponema phagedenis, Bacillus subtilis oder Escherichia 
coli im Immunoblot. Borrelia hermsii, Erreger von Zeckenruckfallfieber, spielt in Europa keine Rolle. 

Eine starke Haufung der Borrelienspezifischen Epitope fand sich zwischen den Aminoslurcn 209 und 227. 

Aus diesen gewonnenen Erkenntnissen bietet sich die Verwendung eines Fragmented aus dem mittieren 
Flagellinbereich als specfisches Antigen an. Das Flagelhn stent als rekombinantes, NichtfusKmsprotein in 
au5rcichender Menge zur VcrfUgung. Die Verwendung von Fusionsproteinen, die Bereichen dcs mittieren Teils 
des Flagellins von Borrelia burgdorferi entsprechen. ist nicht naheliegend, da nach Collins und Peliz (Collins, C 
and Peltz. 1991. Inf Imrnun 59. 514 -520) die Immunjntwort der Lyme-Borreltose-Patienten ausschlieBhch 
gegen die konservierten Bereiche des Flagellins gerichtet seiri soil. Unsere Ergebnisse mil Epitopcn aus dem 
mittieren Teil des Flagellins widerlegen diese Aussage. 

Losung der Aufgace 

Ein Fragment des mittieren Bereiches wurde durch proteolytic en Verdau des rekombinanten Flagellins 
erhaitcn. Als eine geeignete Protease erwies sich Trypsin, das e:nen groflen Teil des mittieren Bereiches des 
Flagellins mtakt IftCt. Mit Staphylococcus aureus Protease V8 wird der variable Teil na£*!(ms >r* au v»e)t 

kieine BruchstUcke zerlegt; es konme kein Borrelien-spezifisches Fragment idemiftzien werderL Es ist allerdings 
denkbar, daB andere Proteasen, sowie die chemische Spaltung mit Cyanbromid, cbcnfalls erfolgrcich verwendet 
werden k6nnen. Nach dcr Wandcrungsgeschwindigkeit in dcr SDS-Gel-Elektrophorese fuhrt die Trypsinspal- 
tung zu etnem 14KD groBen Fragment Durch N-tcrminale Sequenzicrung und AnunosAureanatysen des gcrei- 
mgten 14KD- Fragments konnte die genaue Zuordnung zum mittieren Bereich ermittelt werden. Das 14KD- 
Fragment retcht von AS 1 75 bts AS 252 (tatsichliches MC 8, 5KD) und liegt im Bereich der vanablen Region (AS 
132 - AS 266), die auch die meisten Borrelienspezifischen Epitope (AS 209 bis AS 227) trigt Im Immunoblot und 
EL1SA zeigie das Fragment im Gegensatz zum iniakten Flagelhn keinerlei KreuzreaXtioncn mit Kaninchen-Hy- 
perimmunseren. die gegen Flagellen von Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Treponema 
phagedenis und Proteus mirabtlis genchtet waren. Schwache ICreuzreaktionen ergaben sich mit ICaninchenhy- 
perimmunseren gegen Borrelia hermsii, Borrelia tuncatae und mit Borrelia parked 

Letztere sind die Erreger der in Nordamerika vorkomrnenden Former, des Ruckfallfiebers; sie sind in Europa 
von gennger Bedeutung. Im Vergleich zum gesamten Flagellin hat ein Fragment aus dem Borrelienspezifischen 
mittieren Bereich zwei wcscntlichc Vorteile: es macht den AmikOrpernachweis zum einen spczifischcr, zum 
anderen auch sensitiver, Nur durch eine Borreiieninfektion selbst hervorgeruiene AmikSrper reagieren mit dem 
Fragment, nicht aber kreuzreagierende Anrikdrper Die in europAischen Laboratorien geubte vorherige Ab- 
sorption dcr Paucntenseren mit Kulturspirochaten wie Treponema phagedenis. um die kreuzreigierenden 
Antikorper zu entfernen, elimmiert nach unseren Erfahrungen nur einen Teil dieser stOrendcn Antikorpcr Sie ist 
effektiv bei Lue&antikorpem, jedoch ungenugend bei Vorliegen anderer kreuaxeagierender AntikArper Testung 
von mit Treponema phagedenis absorbienen Humanseren im IgG-EUSA reduzierte eine vorhandene Reaktion 
gegen Flagellen von E. coli und Bacillus subtilis (und auch gegen Borrelia burgdorferi) nicht signifikant 

Im folgenden sei beispielhaft dieGewinnung des tryptischen J4KD Fragmentesgeschildert: 

Isolierung des rekombinanten Flagellins 

Der mit dem das Flagellmgen tragende Plasmid (pBb20) transformierte Escherichia coli Stamm HB101, der em 
Nichtfusionsprotein expnmiert, wird in 5 L Heri-Hirn Bouillon, 0,1 mg AmpiciJIin/rnl enthaltend, fQr 24 Stunden 
bei 37°C bebrOtet. Die abzentrifugierten und gewaschenen Bakterien (ca 10 g Feuchtgewicht) werden in 100 ml 
8M Urea (in 20 mM Imidazol pH 6.5) aufgenomrnen und in einem 200 ml Erlenmeyerkolben auf dem Magneiruh- 
rer fQr zwei Stunden bei Zimmertemperatur geniha Danach w:rd der ExtraJct fQr 30 Minuten zemrifugiert und 
mit dem Oberstand (Urea-Extrakt) direkt eine DEAfc-Anionenaustauschchromatographie durchgefuhrL Die 
DEAE-Zellulose ist in 8M Urea iquilibncrt. Die hochmolekularen Verunrcimgungen sowie DNA und RNA 
werden von der Siule zuriickgehalten, das rekombtnante Flagellin erscheint im AusachuQvolumen. Nach Dialyic 
gegen Aqua bidest - das Flagelhn aggregiert - wird das a usgefallene Protein in 50 mM MES und 8M Urea, pH 
6.5 geiost und uber einen Kationenausuuscher chromatographicrt. Das rekombinante Flagellin bindet unter 
diesen Bedingungen an den Kationenausuuscher und eluiert im kontinuierlichen NaCI-Cradienten (0-1M 
NaCl). Das Ragellin ist bis auf gennge Verunreimgungen m:t medermolelcularen Pept>den (<30KD) sauber. 
Lctztcrc storen im EUSA odcr im Wesiernbiot ruchL Die Ausbeuie an gereinigtem Ragellin betragi insgesami 
1 2 - 16 mg pro 5 L Kultur 
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crfoigt liber FPLC-Gelfiltration. Die Ausbeute an 14KD Fragment betragt ca 3-6 mg (von der 5 L Escherichia 
col! Ku!tur> fcs ist im SUS-Gel frei von Verur.reinigungen. 

Ausfuhrungsbeispiel fur den Nachweis von Borrelienspezifischen Anr.korpern im Festphasen-ELISA mit dern 
s rekombinanten Fligellm und dem HKD-Protesn als Antigen 

Das rekornbmante Flagellin und das 14KD-Fragment wurden im foigenden als Antigene in einem Festphasen- 
EL1SA zum Nachweis von lgG gctesiet. 

Gcreimgtes rckombinantes Flagellin und isoliertes 14KD Fragment wurden in einer Kon2entrat»on von 
io 0.25 ug/ml bzw 0,5 jig/ml in 0.05M Carbonatpuffer pH 9.6 aufgenommen. In jede Vertiefung der Mikrotuerplat- 
ten werder. 1 CX) jxi gegeben und die Platten Qber Nacht bei 4°C stehengelasscn. Die Antigen beschichteten 
Platter, werden mit Gblichem Waschpuffer, enthaitend 0,2% Tween 20 in PBS, 5 x gewaschea 

Bet - 20° C halten stch die Ptatten mehrere Monate lane. Die Ergebnisse des ELISA sind in den Tabellen 1 und 
2 zusammengefaflL 

l5 Die mit tniaktem Flagellin im ELISA nicht selten gefundener. erhohten Antikorperuter in Seren von Nicht- 
Borreliose-Patienten sind mit dem MKD-Fragment mcht zu beobachten (Tab. 1). Aile 14 Kontrollscren von 
Nicht Borreliose-Patjenten waren im ELISA mil dem 14K.D Fragment negativ, wahrend einige falsch positive 
Reaktionsausfalle mit dem intakter. Flagellin auftraten (42%). 

Die Moglichkeit, im Test nur Borrelienspeztfische Bereiche des Flageliins als Antigen anzubieten, macnt den 

20 Test auch empfindiicher Im ELISA hangt wie leicht emzusehen .st, die Menge der spezifischen AmikSrper, die 
gebundea werden konnen, von der Antigcnmcnge ab, mit der die Festphasa (Vtrtiefung der Mikrotiterplatte) 
beschichtet werden kann. Der mjttlere Borrelienspezifische Berejch (AS 1 32 bis AS 266) macht etwa 38% des aus 
336 Aminosauren besteherxlen Gesamtmolekois aus. ftci Besrhichrwrg Hrr Mikrotit^rpl-tten mit dem mitt!eren 
Fragment statt mit dem gesamten Flagellinprotctn dUrf ten stch rechnensch etwa 2,6mal mehr Borreiienspezifi- 

2 5 sche Antikorper binden Unter der Annahme, dafl aile Borrelienspez.fischen AnukOrper vom tryptischen 14KD 
Fragment erf aSt werden, wuxde die EmpfmdHchkei: um den Faktor 3 zunehmcrL in der Rcalitat 1st die Zunahme 
der Scnsibilitat z, T. noch gunstiger (Tab. 2). Im ELISA smd die erzielten Antikorperuter um I bis 4 geometrische 
Titerstufen h6her, wenn man statt des gereinigten Flagellms das gereinigte 1 4 KD- Fragment als Antigen verwen- 
det. 

30 Insgesamt schnewiet der ELISA mit dem 14KD Fragment als Testantigen wesenthch besser ab als bet 
Verwcndung des inukten Ragellms (Tab. 2). Von den 30 Seren werden mil dem recombinant en Flagellin als 
Antigen 18 (60%) als posiiiv erkannt rnitdem 14KD-Fragmem dagegen 27 (90%). 

Im Vergleich mit dem intakten Flagellin ist der Test bei Vcnvendung des MKD-Fragmentes sowohl spezrfi- 
scher als auch sensitiver. 

is Fur den Einsatz als Antigen, z. B. im EUSA, isi es noug, das 1 4 KD-Fragment nach dem Verdau des Flageliins 
zu reimgen, um kreuzreagierende kleme Peptide des Flagellms und Kontaminationen mit Fragmenten von E coli 
Proteinen zu entfernen Dies gehngt zuverlftssig mittels Gelfiitratior. 

Eine (Combination des 14 K.D- Fragment es mit anderen Borrelien- aber NichL-Flagellin-Antigenen, wie dem 
94/1 COKD-, dem 34KD-, dem 31 KD und 21 KD Protein, gegen die in der Spltphaae der Infektion (Acrodermati- 

40 tis chronica atrophicans. ArthntU) hauftger Antikorper gebtldet werden. k6nnte zu einer weiteren Verbesserung 
eincs Borrclienspezjfischen Antikorpernachweises fuhrert Voraussetzung ware, daB die verwendeten Antigene 
Borrelienspezifisch und frei von Krcuzreaktionen mit Prottinan anderer Baktancn sind. was noch ru prufen ist 

Die Gewinnung von ausreichenden Mengen an 14 KD-Fragment oder anderer Fragmente aus dem minlcren 
&ereich durch Verdau des rekombinanten Flageliins und die anschbe3ende Reinigung ist mit einem zumutbaren 

45 Arbeitsaufwand vcrbunden. Okonomischer kOnnte es sein, entsprechende Genrtucke zu klomeren und Antigen- 
fragmente als rekornbmante Proteme zu eipnmieren. Dabei wiren Nichtfusionsproteine oder Fusionsproteine 
mit einem Abstandshaltcr (linker) reinen Fusionsproieincn vorzuz>ehcn, Ein Fusions protein des geaamten vana- 
blen mitileren Bcreiches erk.annte im lmmurtoblot weniger Borrelienspezifische Antikdrp«r aks das tryptische 
14KD-Fragment 

so Der Antikorpcrnachwcis mit dem trvptischen l4KD*Fragmer.t kann ;m ELISA ohne weiteres klasaenspezi 
f jsch ;n der sogenannten Festphasenanordnung durchgefuhrt werden. Fur den IgM-Antikorpernacbweis mufl 
ledighch das Patientenseram vorher mit RF-Absorbens behind? r werdea um stOrende RheumaiaJctoren zu 
entfemen. Eine andere MOghchkeit ist, die isoherte IgM-Fraktion des Serums zu verwenden oder in einem sog. 
IgM capture Test zunichst die IgM-Globuline des Patientenserums selekttv zu binder, dann das Antigenfrag- 

55 ment direkt anzubieten (biotinyliert oder nicht biotinyllert) und m emern weiteren Schntt entwedcr mit emem 
Enyzm-mark:ertcn Antikorper oder mil Enzymmarkiertem Avidin der, Nachweia von spezifischcn lgM-AntikGr- 
pern zu fuhren. 



A, 
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Tabclle 1 

IgC-FUSA 

Nachweis von Borrelienipezifischen Antik3rpern be; Verwendung des geretnigien rektombinanten Flagcllins 5 

brw.des F.ageil'.nfragments 

negative Kor.trollserer. 



1 4,0 



1 n 0.9 



1 1 



14 KD Bemcrkunger. 



FUgelitn Fragment 



1,5 Parodontosc 



2 o,4 0,5 Parodontose 

3 os 0.8 Parodontosc 

4 0,4 1.4 Lues 

5 03 0.1 Lues 

6 0.7 0.4 Lues 

7 03 0.1 Lues 
g 1,4 02 Lues 

9 0£ IControllserum 



03 0,1 IControllserum 



;2 o,7 0.6 Kontrollserum 25 

J 3 < 7 0.4 IControllserum 

14 2 7 0,6 Kontrollserum 

15 j '4 o,4 IControllserum 
j ^ 03 0.2 Kunirolkerum 

17 44 03 Kontrollserum *> 

18 0.1 Kontrollserum 

19 03 0.6 IControllserum 

20 4,6 0,9 IControllserum 

21 4'jj 0.9 Kontrollserum 

22 5,7 0,8 IControllserum 15 

Units - (OD von 1*00 VtrdOnnung der Pmemenseren) x 3 
posiliv > 1^ units 
grenzwerti* • ix-1.4umti 

negttiv < 1,0 units ^ 



<5 



6C 



3 
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Tabeile II 
IgC ELISA 

Nachweis von Borrelienspezifischen Antikorpern bci Verwendung des gereinigtcn rekombmanten Flagelhns 

bzw des 14KD-F!agellinrragrr.ents 

posiuve Scrcn 



rek. 14 KD Bemerkungen 

Fitgelhn Fragment 





1 


AO 


> o,u 


AC A 


1 5 


2 


1 ,4 


2,Q 


very. i. Dur r iiiuvc 




J 


1 J 


e 1 

3.1 


rru 

CL- rrl 




4 


\ ,4 


4.0 


PPM 




5 


4,0 


5.6 


Arthritis 




6 


3,7 


0,9 




20 


7 


l,i 


3,5 


Facialispar. 




Q 

c 


> O.U 




/\rriiriU5 




9 


4,1 


5,5 


N euro borreliose 




10 


4 0 


> £ 0 


Vcrd a. Sorrcliosc 




u 


33 


>6io 


Verda. Borreliose 


23 


12 


3.9 


>6,0 


Arthritis 




13 


0.4 


02 


ECM 




14 


2JS 


4.1 


Radiculitis 




15 


2.9 


33 


Radiculitis 




16 


1.0 


3.6 


Verd a. Borreliose 


Xi 


17 


0,5 


2.1 


Vcrd a. Borreliose 




18 


05 


15 


Bannwarth 




19 


2,0 


>6.0 


Verda. Borrcliosc 




20 


1.6 


4,8 


ACA 




21 


3,0 


>6,0 


Arthritis 


35 


22 


5.8 


>6.0 


Ncuroborrcliote 




23 


1,1 


23 


Fadaliip. Neurob. 




24 


2,6 


>6.0 


Faciaiisp. 




25 


>6,0 


3,1 


Verd a. Borreliose 




26 


0,9 


3,2 


ECM 


4C 


27 


OS 


1.4 


Vcrd a. Borrelwse 




28 


07 


li 


Vcrd a. BorreUose 




29 


l.l 


33 


Vcrd a. Borreliose 




30 


>6.0 


>6,0 


Verd a. Borreliose 



Units - (OD bn 1 : 400 VerdOnnung dcr PttKTuenscrcn) x 3 
posiltv > 13 units 
grenrwerug 1,0—1,4 unita 
ncgativ < 1.0 units 



50 Patenianspruche 



55 



■ Proteinfragmente aus dem mittleren Bereich (Amirtosiure '.32 bis Aminosiure 26C) des Flagelhns von 
Borrelia burgdorferi, dmdurch gekenrueichnet, daB die die resuhierenden fVoteinfragmente des Flagellm* 
Itodierende DNA-Sequenz mit der folgenden DNA Sequenz hybndisert: 



bC 
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AAATCCXCAT CTTATCAAAr XAATCTCCTT CTCAAAATCT AACAACAGCT 
CAAGAGCTTG GAATCCAGCC TGCAAAAATT AACACACCAG CATCGCTTTC 
AGGGTCTCAA GCGTCTTGGA CTTTAAGAGT TCATCTTCGA GCAAACCAAG 
ATGAAGCTAT TGCTGTAAAT ATTTATGCAG CTAATGTTGC AAATCTTTTC 
TCTGGTGAGG CAGCTCAAAC TGCTCAGGCT GCACCGGTTC AAGAGGGTGT 
TCAACAGGAA GGAGCTCAAC AGCCAGCACC TGCTACAGCA CCTTCTCAAG 
GCGGAGTTAA TTCTCCTGTT AATGTTACAA CTACAGTTGA TGCTAATACA 
TCACTTGCTA AAATTGAAAA TGCTATTAGA ATGATAAGTG ATCAAAGAGC 
AAAT 



2 Verfahrcn zur Herstelhing von Prote.nfragmentcn nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet daB durch 
proteolytic odcr chem.sche SpaHung des Flagelhns von Borrelit burgdorferi em Fragment aus dem 
m»(tlerenBorrelien.spezifi 1 chenBeretch(ASl32bisAS266)gewonnenwird ■ cu„iii» 

3 Verfshrw nach Ansprjeh 2, dadurch gekennzeichnet. daB rckernbuiantes Borrebs burgdorferi Flagellm 
(Nichtfwionsprotein) als Ausgangsprotein fUr die Spaltung verwendet wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet. daB Trypsin als Protease verwendet wird. 
wobci ein 1 4KD-Fragmcm mil der folgenden AminosAurese^uenx retultiert: 

Vai His Val Gly Ala Asn Gin Asp Glu Ala lie Ala Va! Asn lie Tyr Ala AUAinVil Ala A*n Leu Phe Ser Gly 
Giu Gly Ala Gin Thr Ala Gin Ala Ala Pro Val Gin Glu Gry Val Gin Gin Glu Gly Ala Gin Gin Pro Ala Pro 
Ala Thr Ala Pro Ser Gin Gly Gly Val Asn Ser Pro Val Asn Val Thr Thr Val Asp Ala Asn Thr Ser Leu Ala Lys 

5. Verfahren nach einen) der Anspruche 2-4, dadurcn gekennzeichnet, daB die Proteinfragmente als 
rekombinanie Nicht-Fusionsproteine hergestellt werden. . 

6. Verwendung der Proteinfragmente nach Anspruch 1 als Anrigene zum labordiagnostischcn Nacnweis 
von jperirischen Ami k6 rper n bei der Lyme- Borreliose. (a,+ 

7. Verwendung der Proteinfragmente gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB dasl F ^ e ™ (die 
Fragmente) alle.n oder zusammen mjt anderen BorreUenspezlftichen Anugenen an unJosliche Trftger 
gebunden, Vcrdunnungen von Patientenseren angeboten und die Bindung der dann enthaltenen Antikorper 
an dai Testantigen besummt oder das losliche Fragment in waBriger Phase vorher aus dem Patientensenjm 
selektienen klassenspeziFischen Antikorpern angeboten und anschiieBend das Ausmafl der Bmdung des 
Fragments an die klassenspezifischen Antikdrpe^ 

8 Verwendung nach Anspruch 6 urvoVoder 7, dadurch gekennzerchnet, dafl als Trager fur das Testantigen 
mjkroporose Membranen (Nitrozellulose. Nylon, Polyomylidene diffuoide etc), Filterpapter, Mikrotiterptat- 
tea Plastikrohrchcn, Latcx-Partikel, Gelatinepartikcl Erythrozyiea verwendet werden. 

9 Verwendung nach einem der AntprOxhe 6 bis 8. dadurch gekennzeichnet, dafl die Bestirnmung der 
Borrelienspezifischen Antik&rper kiassenspezifisch und quantitativ erfolgt 

10. Verwendung der Proteinfragmente gemaB den AnsprOchen 6-9 als Reagenzkhs zur Bestirnmung von 
gegen das Testantigen gerichteten Antikorpern in wlBrigen Testproben, gekennzeichnet durch ein erstes 
Reagenz, bestehend aus einem unloslichen Polymer, an das das Testantigen gebunden ist, em zweue* 
Reagenz, bestehend aus einem Ertzynvrnarkierten Anti-Human Ig (Anti-tgG. IgM, IgA, IgE) und eio 
drmes Reagenz, bestehend aus einem geeigneten Substrat fur das verwendete En*ym 

11. Verwendung der Proteinfragmente gemaB den Ansprtlchen 6-9 als Reagenxkits zur Bestimmung von 
gegen das Testantigen gerichteten Antikorpern, dadurch gekennzeichnet, daB ein erstcs Reagenz aus einem 
unlbslichen Polymer, an dem Anti-Human IgM- Antjkorper gebunden sind bestehi, einem zweitem Rea- 
genz, das aus losiichem Testantigen bestehu einem dnucn Reagenz, das aus Enzymmarkicrtcn Antikorpern 
spezifisch fur das Testantigen besteht und einem vierten Reagenz, bestehend aus einem geeigneten Substrat 
fur das Enzym, mit dem das Antiserum markien isl 

1 2. Verwendung der Proteinfragmente als Reagerukn nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, daO statt 
des zwenen Reagenz dtrekt losiichcs Enzymmarkjertes oder bKUinyhsiert Testantigen angeboten werden 
und das AusmaB des gebundenen Antigens durch ein drmes Reagenz, bestehend aus einem geeigneten 
Substrat. anschiieBend quantifizjert werden kann. 

13. Verwendung der Proteinfragmente als Reagenzku nach einem der Anspruche 6 bis 12, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB eir.es oder mehrere der Reaffenzier lyophvln'.eM smd 



